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1. Bevezetés
A bioinformatikai eszközök tárháza és a rendelkezésre álló moleku-
láris biológiai adatok mennyisége gyorsuló ütemben növekszik. Az
informatikai eszköztár kiterjedt használatát megköveteli a másképpen
kezelhetetlen adatmennyiség, valamint az igény a matematikai mód-
szerekkel történo˝ predikcióra, mely támpontot adhat a további kutatás
megtervezéséhez. A nagy számú molekuláris biológiai adatbázis között
külön kategóriát képeznek az interakciós adatbázisok, melyek gyakran
csak fehérjék, esetenként fehérjék és más molekulák (RNS-ek, lipi-
dek, kis molekulák) közt létrejövo˝ kölcsönhatásokat gyu˝jtik rendszerbe.
Az interakciós adatbázisokat tekinthetjük hálózatoknak, amennyiben
minden molekulát egy csomópontnak, és minden kölcsönhatást egy
élnek tekintünk egy gráfban. Ez az absztrakció azért is elo˝nyös, mert
a gráfelmélet matematikai módszertana segítségével elemezhetjük a
biológiai rendszereket.
Doktori munkámban három, általam összeállított interakciós adatbá-
zist mutatok be. Ido˝rendben az elso˝ként elkészült adatbázis a SignaLink
2, melynek célja hét jelátviteli útvonal kapcsolatainak és szabályozásá-
nak feltérképezése. Ezután egy, az oxidatív stresszválasz szabályozásá-
ban és számos betegség pathomechanizmusában fontos szerepet játszó
transzkripciós faktor, az NRF2 szabályozási hálózatáról készítettem
egy adatbázist. Harmadikként a rákban és öregedésben, valamint neuro-
degeneratív betegségekben kulcsszerepet játszó folyamat, az autofágia
szabályozási hálózatát gyu˝jtöttem egy adatbázisba.
A három adatbázist elso˝sorban kialakításuk alapelvei és módszer-
tana köti össze. Ezen alapelvek közül az egyik legfontosabb a mole-
kuláris szabályozás különbözo˝ módjainak – transzkripcionális, poszt--
transzkripcionális és poszt-transzlációs szabályozás – egységes rend-
szerbe foglalása. A másik közös elem, hogy az általam összeállított
adatbázisok eredeti irodalmi gyu˝jtés köré épülnek, mely jó mino˝ségu˝,
megbízható ismereteket jelent a fehérjék közti kölcsönhatásokról. A
harmadik összeköto˝ elem a jelátviteli hálózat, mely kapcsolatot teremt
a sejt kommunikációs- és információfeldolgozó alrendszerei, valamint
a vizsgált folyamatok szabályozása között.
Mindhárom adatbázis hiánypótló szerepet tölt be, mivel nem áll ren-
delkezésre más adatforrás, ahol ezek az adatok egységes rendszerben
elérheto˝ek lennének – ami elo˝feltétele az ezeket felhasználó elemzo˝
2
munkának. Hiba lenne azonban ezeket az adatbázisokat más adatbázi-
sok összeömlesztésének tekinteni, hiszen az adatintegráló munka csak
egy része céljaink megvalósításának. Egyfelo˝l, mindegyik adatbázis
saját irodalom feldolgozáson alapul, azaz a szövegekben fellelheto˝
információkat kutatócsoportunk tagjai összegyu˝jtötték, és mint fehérje-
fehérje kölcsönhatásokat, hozzáadták az adatbázishoz. Így tehát több
ezer cikkbo˝l – mely hasonló mennyiségu˝ kísérletet jelent – nyertünk egy
fehérje interakciós hálózatot. Másfelo˝l, a további adatok más adatbázi-
sokból való átvételét is gondosan mérlegeltük, és ezeket az adatokat, a
bioinformatikai szabványok közti eltéréseket áthidalva, egységes for-
mátumra hoztuk. Továbbá, adatbázisaink tartalmaznak predikciókat és
megbízhatósági méro˝számokat (confidence score) is, melyek kiszámí-
tását részben saját magunk végeztük, részben pedig más forrásokból
átvettük.
2. Célkitu˝zések
A jelátvitel és a molekuláris szabályozási hálózatok tanulmányozásának
elo˝bbiekben bemutatott új igényeinek kielégítését, valamint a modern
kísérletes módszerek által szolgáltatott adatok leheto˝ leghatékonyabb
felhasználását szem elo˝tt tartva, célul tu˝ztem ki a SignaLink 1 jelátvi-
teli adatbázis többirányú kibo˝vítését. Ez a bo˝vítés az alábbi elemeket
foglalja magában:
• a SignaLink 1 adatbázis irodalmi gyu˝jtés alapján felépített jel-
átviteli hálózatának kiegészítése más adatbázisokból származó
poszt-transzlációs szabályozási kapcsolatokkal
• domén-motívum interakciók alapján további poszt-transzlációs
szabályozók prediktálása
• predikció készítése a high-throughput módszerekkel nyert, irá-
nyítatlan kapcsolatok irányának megállapítására, domén-domén
interakciók alapján
• az elo˝zo˝ pontokban felvázolt fehérje interakciós hálózat transzk-
ripcionális, valamint poszt-transzkripcionális (mikro-RNS-ek ál-
tali) szabályozásának beépítése az adatbázisba, a mikro-RNS-ek
transzkripcionális szabályozásával együtt
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• az elo˝zo˝ pontokban leírt szabályozási hálózat tárolására alkalmas,
hatékony és bo˝vítheto˝ adatbázis struktúra létrehozása
• az adatok böngészésre leheto˝séget biztosító, modern és interaktív
weboldal kifejlesztése
• az adatok hozzáférheto˝vé tétele bioinformatikai elemzések cél-
jából, több szabványos formátumban, az adatok szu˝rését meg-
könnyíto˝ testreszabható letölto˝ felülettel.
Doktori munkám második részének célja egy nagy jelento˝séggel bíró
transzkripciós faktor, az NRF2 szabályozási hálózatának felépítése.
Ennek megvalósítása érdekében az alábbi célokat tu˝ztem ki:
• egy irodalmi gyu˝jtésen alapuló, más adatbázisokból és predikci-
ókból származó poszt-transzlációs, transzkripcionális és poszt--
transzkripcionális szabályozókat magában foglaló adatbázis lét-
rehozása
• az így létrejött, az NRF2 szabályozását leíró hálózat összekap-
csolása a SignaLink 2-ben szereplo˝ jelátviteli útvonalakkal
• az adatok böngészését és letöltését biztosító weboldal és letölto˝
modul elérheto˝vé tétele.
Munkám harmadik részében, hasonló módszertani alapokra építkezve,
egy a kutatások fókuszpontjában álló, jelenleg is számos megvála-
szolatlan kérdést tartogató, és több betegség patomechanizmusában
kulcsszerepet játszó sejttani folyamat, az autofágia szabályozásának
feltérképezését, és a jelátviteli hálózattal való összekapcsolását tu˝ztem
ki célul. Ennek megvalósítása során célom volt:
• az autofágia végrehajtásában részt vevo˝ fehérjék és szabályozóik
irodalmi gyu˝jtéssel összeállított hálózatának kiegészítése más
adatbázisokból és predikciókból származó poszt-transzlációs
szabályozókkal
• az így elkészült fehérje interakciós hálózat transzkripcionális és
poszt-transzkripcionális szabályozóinak beépítése az adatbázisba
• az adatok böngészését és letöltését biztosító weboldal és letölto˝
modul elérheto˝vé tétele.
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3. Módszerek
A dolgozatomban bemutatott három adatbázis mindegyike irodalmi
gyu˝jtés köré épül. Ezt az ARN esetében kutatócsoportunk tagja, Földvári-
Nagy László végezte, kimondottan az adatbázis létrehozása érdekében.
A másik két adatbázis, a SignaLink 2 és az NRF2ome nem elo˝z-
mények nélkül született, hanem egy-egy korábban kutatócsoportom
tagjai és témavezeto˝m, Prof. Csermely Péter által létrehozott adatforrás
továbbfejlesztése.
A SignaLink 2 fejlesztésének kiindulópontja az elo˝zo˝ publikált
verzió, a SignaLink 1. A SignaLink 1 nyolc jelátviteli útvonal 3 fajból
származó kapcsolatainak irodalmi gyu˝jtése, mely az egyes útvonalakat
receptoroktól és ligandumoktól az elso˝ érintett transzkripciós faktorokig
foglalja magában.
Az NRF2ome elo˝zménye az NRF2 szabályozási hálózat. Az NRF2
és a KEAP1 közvetlen szabályozóit tartalmazó hálózat majdnem tel-
jesen csillagpontos, azaz a kapcsolatok többségét az NRF2 partnerei
alkotják. Ugyanakkor tartalmaz néhány, szubjektív szempontok alapján
fontosnak ítélt további elemet is. Papp és mtsai (2012) mellékleteként,
hat külön táblázatban érheto˝ el. A hálózat 289 fehérje-fehérje interak-
cióból, 7.469 NRF2 által transzkripciósan szabályozott génbo˝l, és 63,
az NRF2 transzlációját gátló mikro-RNS-bo˝l, és 35, a miRNS génekre
ható transzkripciós faktorból áll.
A feldolgozott cikkek PubMed azonosítóit tároljuk az adatbázisban,
és az egyes interakciókhoz hozzá vannak rendelve a cikkek, melyekben
az adott interakciót leírták. Kutatócsoportunk irodalmi gyu˝jtést végzo˝
tagjai a PubMed adatbázisban keresték a fehérjék közötti kapcsola-
tokat leíró tanulmányokat. A SignaLink 1 adatbázis esetében mind a
nyolc útvonal, mind a három fajban (C. elegans, D. melanogaster és
az ember) azonos módon, de egymástól függetlenül került feldolgozás-
ra. A SignaLink 2 készítésekor ez az irodalmi gyu˝jtés az ido˝közben
eltelt három évben megjelent cikkekbo˝l frissítésre, valamint az útvo-
nalak tagjainak endocitotikus- és állvány-(scaffold-)fehérjékkel való
kapcsolataival bo˝vítve lett. Továbbá két útvonal, a MAPK és az IGF
összevonásra került, és a SignaLink 2-ben RTK (receptor-tirozinkináz)
néven, egy útvonalként szerepel.
Az NRF2ome magját egyetlen kézi gyu˝jtés alkotja, mely az NRF2-
vel közvetlenül kapcsolatba kerülo˝ fehérjékre terjed ki. Tartalmaz továb-
5
bá néhány fontosnak tu˝no˝ kapcsolatot ezen fehérjék között, illetve az
NRF2 legfontosabb szabályozójának, a KEAP1-nek néhány fontos part-
nerét. Az így elkészült adatsor összesen 108 fehérje 146 interakcióját
tartalmazza.
Az ARN adatbázis szintén fehérje-fehérje interakciók irodalmi
gyu˝jtésén alapul, mely az autofágia végrehajtásában közvetlenül részt
vevo˝ 38 fehérjét (autophagic machinery) és az ezekkel közvetlenül
kölcsönhatásba kerülo˝ további fehérjéket tartalmazza.
Referencia adatbázisok A különbözo˝ típusú fehérje azonosítókat az
UniProtKB azonosítóknak feletettem meg. A SignaLink 2 tartalmazza
ezen kívül az emberi fehérjék Ensembl, a C. elegans fehérjék Worm-
Base és a D. melanogaster fehérjék FlyBase azonosítóit. A miRNS-ek
elnevezéseit a miRBase éretlen miRNS-eket jelölo˝ azonosítóira fordí-
tottam.
Fehérje-fehérje interakciós adatbázisok A fehérje-fehérje kölcsön-
hatásokat gyu˝jto˝ általános adatbázisok közül a BioGRID-bo˝l, a HPRD-
bo˝l, az InnateDB-bo˝l és az IntActból vettem át kapcsolatokat.
Predikciók Domén-motívum interakciók alapján, az ELM Stucture
Filter szolgáltatásával készült fehérje-fehérje kapcsolati predikciókat is
felhasználtam az adatbázisok kialakítása során.
Irány predikció A más adatbázisokból átvett fehérje-fehérje inter-
akciók iránya legtöbbször ismeretlen, emiatt a Pfam (fehérjék domén
összetétele), a DOMINE (domén-domén kölcsönhatások), a Reacto-
me (pozitív tanuló adatsor) és a Negatome (negatív tanuló adatsor)
adatbázisok felhasználásával megkíséreltük ezen interakciók irányá-
nak becslését. Végül ROC elemzés segítségével csökkentettük a hamis
pozitívok számát a prediktált adatsorban.
Transzkripcionális szabályozás A TF–promóter kapcsolatokról kí-
sérletes adatokat tartalmazó adatbázisok közül az ABS, a DroiDB, az
edgeDB, az ENCODE, a RedFly, az ORegAnno, a PAZAR és a wTF
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adatait használtam fel az adatbázisokban szereplo˝ fehérjék transzkrip-
cionális szabályozásának összegyu˝jtésére. Ezenkívül a JASPAR pre-
dikciós algoritmus segítségével a start kodonoktól számított ± 2.000
bázispáron belül kerestünk ismert transzkripciós faktor köto˝helyeket.
Poszt-transzkripcionális szabályozás A miRNS–mRNS interakci-
ókat a microT v4, a miRanda, a miRDB, a PicTar és a TargetScan
predikciós adatbázisokból és a miR2Disease, a miRDeathDB, valamint
a TarBase kísérletes adatokat tartalmazó adatbázisokból vettem át. A
miRNS-ek transzkripcionális szabályozását az ENCODE, a PuTmiR
és a TransmiR adatbázisokból származó kapcsolatokat felhasználva
építettem be az adatbázisokba.
Az interakciók tulajdonságai Az általam készített adatbázis struk-
túra szerint az interakciók lehetnek közvetlenek (pl. foszforiláció) vagy
indirektek (pl. transzkripcionális szabályozás); lehetnek serkento˝k, gát-
lók, vagy ismeretlen hatásúak; valamint lehetnek irányítottak vagy
irányítatlanok. Az egyes interakciókhoz különbözo˝ megbízhatósági mé-
ro˝számokat rendeltem. A fehérje-fehérje interakciók esetében a Gene
Ontology Biological Process része alapján szemantikus hasonlóságot
számoltunk a két fehérje GO tulajdonságai közt. Humán interakciók-
nál felhasználtam a PRINCESS komplex méro˝számot, mely domén
összetételt, lokalizációt, expressziós adatokat, genomikus kontextust és
hálózattopológiai adatokat is figyelembe vesz. A JASPAR féle predik-
ció és a miRNS-mRNS illeszkedésre vonatkozó predikciós módszerek
esetében ezen algoritmusok eredménye fejezi ki a predikció jóságát.
Informatikai háttér Az adatbázisok kezeléséhez MySQL adatbá-
zis szervert használok, melyet Linux operációs rendszeren futtatok. A
weboldal elkészítéséhez PHP-t, jQuery-t, jQuery UI-t, valamint Cytos-
cape Webet használtam, az export modul pedig egy különálló, Python
nyelven írt program.
4. Eredmények
SignaLink 2 A SignaLink 2 hét jelátviteli útvonal: a Hedgehog, a
WNT/Wingless, a TGF-β, az RTK, a JAK/STAT, a Notch és az NHR
7
útvonalak szabályozását feldolgozó adatbázis. Az adatbázis tartalmazza
a jelátviteli útvonalakat alkotó fehérjék közti kapcsolatokat, valamint
feltérképezi ezen fehérjék poszt-transzlációs, transzkripciós és poszt--
transzkripcionális szabályozását. A SignaLink 2-ben három faj szerepel:
két fontos modellorganizmusként a Caenorhabditis elegans fonálféreg
és az ecetmuslinca (Drosophila melanogaster), továbbá az ember.
A SignaLink 2 a fehérjék és mikro-RNS-ek kapcsolatait ketto˝s
szempontrendszer alapján, hagyma-szeru˝en egymásra épülo˝ rétegekbe
sorolja. A rétegek megfelelnek a szabályozás molekuláris biológiai
rendszerekben megfigyelheto˝ különbözo˝ módjainak. Ezenkívül, a réte-
gek eltérnek az adatforrás típusában is. Ez az elkülönítés leheto˝séget ad,
hogy a SignaLink 2-t elemzéseikben felhasználó kutatók dönthessenek
a szabályozás különbözo˝ szintjeinek, illetve az eltéro˝ megbízhatósági
fokú és eltéro˝ mennyiségu˝ adatot szolgáltató adatforrásoknak a felhasz-
nálásáról, vagy az elemzésbo˝l való kizárásáról.
NRF2ome Az NRF2ome-ban átvettem a SignaLink 2 egymásra épü-
lo˝, réteges felépítését, azonban néhány ponton módosítottam azt. A
legbelso˝ réteget itt is a kutatócsoportunk által végzett irodalmi gyu˝jtés
alkotja, mely az NRF2 és a KEAP1 közvetlen szabályozóinak hálóza-
tát tartalmazza. Ezt a fehérje interakciós hálózatot egészítik ki a más
adatbázisokból átvett kapcsolatok, és a domén-domén, valamint domén-
motívum interakciók alapján készült predikciók. A következo˝ két réteg
a transzkripcionális szabályozás és a poszt-transzkripcionális szabályo-
zás kapcsolatait tartalmazza, a SignaLink-kel megegyezo˝ forrásokból.
A legkülso˝ réteget az NRF2ome-ban a jelátviteli útvonalak alkotják. A
jelátviteli fehérjéket mind fehérje-fehérje kapcsolatok, mind transzkrip-
ciós faktorok – és ezeken keresztül miRNS-ek – által összekapcsoltam
az NRF2 szabályozási hálózatával.
Az Autophagy Regulatory Network (ARN) Az ARN felépítése
nagyban hasonlít az NRF2ome struktúrájára, azonban ez az adatbázis
nem egyetlen, hanem 38 – az autofágia végrehajtásában közvetlenül
érintett – fehérje szabályozási hálózatát tartalmazza.
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1. táblázat. A SignaLink 2, az NRF2ome és az ARN összehasonlítá-
sa
SignaLink 2 NRF2ome ARN
Kapcsolatok 363.998 36.139 263.411
Fehérjék 33.105 7.891 4.034
mikro-RNS-ek 872 541 1.380
Források 59 47 59
Hivatkozások 8.446 2.846 2.023
4.1. Az adatbázisok mennyiségi tulajdonságai
Az adatbázisok internetes felületei Mindhárom adatbázis rendelke-
zik saját weboldallal. A SignaLink 2 a http://signalink.org/ címen, az
NRF2ome az http://nrf2.elte.hu/ címen, az ARN pedig a http://arn.el-
te.hu/ címen érheto˝ el. A weboldalak leheto˝séget adnak az adatbázis
teljes tartalmának interaktív böngészésére, és a letölto˝ modul kezelésé-
re. Az intelligens névkeresés leheto˝vé teszi, hogy a felhasználó sokféle
név és azonosító alapján megtalálja a keresett fehérje vagy miRNS
adatlapját. Ezeken az adatlapokon az interakciók listája rétegenkénti
csoportosításban böngészheto˝. Összehasonlító módon áttekintheto˝k az
egyes interakciók forrásai, a hozzájuk tartozó hivatkozások és megbíz-
hatósági méro˝számok. Az adatlapokon az adott molekula közvetlen
szomszédsági hálózatáról interaktív ábra is megjelenik. A weboldalon
keresztül érheto˝ el a letölto˝ modul, mely feldolgozza a felhasználó által
beállított paramétereket; ezek alapján kiválogatja az adatbázisból a kért
adatokat; végül ezeket megfelelo˝ formátummá alakítja. Jelenleg hat
féle, a molekuláris biológiában leggyakrabban használt, szabványos
formátumot képes kiszolgálni: csv, BioPAX (level 3), PSIMI-TAB,
PSIMI-XML, SBML és Cytoscape.
5. Következtetések
A molekuláris szabályozás poszt-transzlációs, transzkripcionális és
poszt-transzkripcionális módjairól a molekuláris biológiai kísérletes
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technikák és a bioinformatikai predikciós módszerek fejlo˝désének kö-
szönheto˝en, egyre növekvo˝ mennyiségu˝ adat áll rendelkezésre. Ezeket
az adatokat számos adatbázis gyu˝jti, és elérheto˝vé teszi tudományos kö-
zösség számára. Ezen adatbázisok eltéro˝, részben átfedo˝ tartalma miatt
nehézségekbe ütközik az olyan jellegu˝, kutatásban felmerülo˝ igények
kielégítése, ha például az összes rendelkezésre álló transzkripcionális
szabályozási kapcsolatot szeretnénk felhasználni egy elemzésben. A
különbözo˝ kísérletes módszerek és predikciók eltéro˝ megbízhatósága
miatt ugyanakkor bizonyos vizsgálatokban szükséges lehet az adatok
szu˝rése. A legmegbízhatóbb adatokhoz irodalmi gyu˝jtéssel juthatunk,
azonban ez igen munkaigényes folyamat, ráadásul az összehasonlít-
hatóság érdekében jól meghatározott gyu˝jtési protokoll szerint kell
történnie.
A SignaLink 2 megalkotásával olyan hiánypótló adatforrás jött lét-
re, mely orvosolja a mindezeket a problémákat, egységes kapcsolati
hálózatban integrálja a szabályozás különbözo˝ szintjeit, miközben le-
heto˝séget biztosít az adatok több szempont alapján történo˝ szu˝résére.
A dolgozatomban bemutatott másik két új adatforrás, az NRF2ome
és az ARN két nagy jelento˝séggel bíró molekuláris biológiai mecha-
nizmus szabályozását térképezi fel. Az NRF2 az antioxidáns válasz
mester transzkripciós faktora, több mint 7.500 gén transzkripcióját sza-
bályozza. Fontos szerepet játszik a méreganyagok elleni védekezésben,
szív- és érrendszeri betegségekben, gyulladásban és daganatos beteg-
ségekben. Az autofágia szintén kulcsszereppel bír számos betegség
patomechanizmusában, mint az ischaemia-reperfúzió okozta károso-
dás, a neurodegeneratív betegségek és a rák. Az NRF2 és az autofágia
„kétélu˝ kard” hasonlattal leírt, ellentmondásos szerepe jelzi a terápiás
megközelítések kidolgozásában rejlo˝ kihívásokat. Ezen folyamtok sza-
bályozásáról eddig nem állt rendelkezésre rendszerszintu˝ adatforrás,
noha ez elengedhetetlen az elérheto˝ tudás szintetizálásához, új össze-
függések felderítése és a szabályozás kontextusfüggo˝ mu˝ködésének,
valamint a gyógyszerhatóanyagok hatásának modellezése érdekében.
A SignaLink 2, az NRF2ome és az ARN többféle elemzési módszer
alkalmazásához biztosít megfelelo˝ kiindulási alapot. A különbözo˝ mo-
dellezési eljárásokkal különbözo˝ típusú problémák, különbözo˝ méretu˝
rendszerek, eltéro˝ részletességgel vizsgálhatók. A differenciálegyenlet
rendszerek vagy a rule-based modellek kb. 100 molekulából álló inter-
akciós hálózatok viselkedésének igen pontos leírására alkalmasak, míg
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a modularizálás, a hálózati topológia elemzése vagy a perturbációs szi-
mulációk segítségével nagy hálózatok tulajdonságairól kaphatunk átfo-
gó képet. Egyes elemzések során az általam létrehozott adatbázisokban
található általános interakciós hálózatokból szövet- és állapotspecifikus
hálózatok nyerheto˝k, expressziós és mutációs adatok felhasználásával.
A SignaLink 2, az NRF2ome és az ARN számottevo˝ elo˝relépést
jelent az adatok integrálása és a molekuláris szabályozási mechanizmu-
sok feltérképezése terén. Az informatív és felhasználóbarát weboldalak,
valamint a többféle szabványos formátumban biztosított letöltési lehe-
to˝ség leheto˝vé teszi ezen korszeru˝ bioinformatikai adatforrásoknak a
szélesköru˝ alkalmazását a kutatásban.
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